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энергии активации не превышает 15 %, что соответствует погрешности опре-
деления ДДТ хроматографическим методом.
Анализируя полученное значение энергии активации, можно сделать
вывод о том, что реакция протекает только на поверхности расплавленного
металлического соединения, а скорость реакции определяется скоростью
диффузии вещества к поверхности металлического сплава (теплоносителя).
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ІММОБІЛІЗАЦІЯ АМІЛАЗ НА СИЛІКАГЕЛЬ КОВАЛЕНТНИМ
МЕТОДОМ З АГЕНТОМ, ЩО ЗШИВАЄ
Досліджено хімічний метод іммобілізації ферментів за допомогою агента, що зшиває – глутарово-
го альдегіду, як носій був використаний силікагель марки КСК-Г, а фермент – амілази. Було ви-
значено оптимальні параметри проведення ковалентної іммобілізації.
It was researched the chemical method of immobilization of ferments with a cross-linking agent – an
glutaric aldehyde, as carrier was used silica gel of the mark KSK-G, ferment – amylase. The optimum
parameters of the undertaking covalent immobilization were determined.
Об’єктом дослідження є біотехнологічні процеси одержання іммобілізо-
ваних ферментів. Проблемою було отримання стабільного іммобілізованого
ферменту, який міг би зберігати активність досить довгий проміжок часу.
Метою роботи була оптимізація умов одержання іммобілізованих ферментів.
Одержання іммобілізованих ферментів пов'язано з необхідністю жорсткого
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зв'язування ферменту з матрицею (носієм). На сьогодні запропоновано до-
сить багато способів іммобілізації ферментів, однак кожний з них має досто-
їнства і недоліки. Нами вибрано хімічний метод іммобілізації за допомогою
агента, що зшиває. Цей метод має ряд переваг [1, 2] порівняно з фізичною
іммобілізацією.
Експериментальні дослідження.
Стадії іммобілізації:
1) сушіння носія;
2) амінування γ-АПТЕСом (γ-амінопропілтриетоксісілан) силікагеля;
3) реація зі зшиваючим агентом – глутаровим альдегідом;
4) приєднання ферменту – амілази до активованого носія.
Перша стадія. Розмелюємо силікагель марки КСК-Г у фарфоровій сту-
пці та, просіюючи на сітах, вибираємо фракцію 0,25 мм < d < 0,5 мм. Сушимо
силікагель у муфельній печі при Т = 350 С напротязі 3-х годин.
Друга стадія. Змішуємо розмелений силікагель та 5 %-ий розчин
γ-АПТЕС у склянці на 100 см3 та витримуємо 30 хвилин при кімнатній тем-
пературі. Розчин покриває силікагель. Декантацією отримуємо порошок.
Сушимо отриманий порошок в муфельній печі при 100 С 1 годину. Проми-
ваємо порошок 20-ти кратним об’ємом дистильованої води по відношенню
до об'єму зразка. Після повторної декантації сушимо порошок при 120 С в
муфельній печі 1 годину. Проводимо контрольний дослід – всі стадії аміну-
вання, але без додавання γ-АПТЕС.
Перевіряємо кількість аміногруп за формулами наведеними в [3]:
m(силікагелю) = 0,2001 г; V(добав. розчину 0,01 N HCl) = 12,5 см3; V(проби з HCl) = 2,5 см3;
об’єм титранта (проводилося 3 паралельних досліди): V1(NaOH) = 0,75 см3;
V2(NaOH) = 0,76 см3; V3(NaOH) = 0,75 см3, звідки Vсер(NaOH) = 0,753 см3;
Срівн = 0,003 моль/дм3; n(NH2) = 0,435 ммоль/г. Було вибрано діапазон темпера-
тур 80 – 120 C , за за яким велося сушіння. Визначили, що оптимальною те-
мпературою проведення стадії амінування є Т = 100 C. Було вибрано діапа-
зон проміжків тривалості часу сушіння 40 – 120 хв. Визначили, що оптима-
льною тривалістю є 100 хвилин. За цих умов отримали найбільшу кількість
аміногруп приєднаних до носія.
Третя стадія. 1 г аміносилікагеля засипаємо у склянку на 100 см3 та до-
даємо 2,5 см3 2,5 %-ого розчину глутарового альдегіду. Витримуємо розчин з
порошком при Т = 22 С напротязі 20 годин.
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Четверта стадія. Промиваємо сорбент (силікагель) дистильованою
водою. Оброблюємо активований сорбент водним розчином амілаз – 5 см3
розчину з концентрацією білка 10 г/дм3. Витримуємо 24 години при
Т = 20 – 24 С.Промиваємо іммобілізований фермент дистильованою водою
для видалення незв’язаного білка. Оброблюємо іммобілізований фермент
0,1 %-им розчином NaBH4 – 30 хвилин при кімнатній температурі.
Перевірка працездатності фермента (залежність активності іммобілізо-
ваного фермента від кількості проведених підряд змін роботи) проводилася
на магнітному змішувачі: до 5 см3 1 %-го розчину крохмалю додавали крап-
лю йода (спостерігалося синє забарвлення розчину) та 1 г іммобілізованого
фермента – засікали час до повного зникнення кольору розчину.
Були отримані такі результати за 8 змін безперервної роботи ферменту:
τ1 = 5,383 хв; τ2 = 5,5 хв; τ3 = 5,783 хв; τ4 = 6,167 хв; τ5 = 6,25 хв; τ6 = 8,47 хв;
τ7 = 12,82 хв; τ8 = 33,33 хв. За ці проміжки часу фермент повністю гідролізу-
вав доданий крохмаль. Активність також можна визначати на біореакторі з
термостатуванням. Був проведений також контрольний дослід – всі стадії ім-
мобілізації, але без додавання амілази.
Висновки
В роботі були визначені оптимальні температура витримки носія та три-
валість сушіння на стадії амінації (Т = 100 C, τ = 1 година) при отриманні
іммобілізованого ферменту. Також було з’ясовано, що спостерігається деяка
втрата активності іммобілізованого фермента при безперервній роботі на
протязі 5 – 8 змін роботи. Також було з’ясовано, що іммобілізований фер-
мент зберігає свою активність на протязі не менш 3-х місяців при зберіганні в
герметичному посуді. В перспективі – використання та вдосконалення мето-
ду отримання іммобілізованих ферментів для гетерогенного ферментативно-
го гідролізу сумішей, які містять крохмаль або декстрини.
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